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　　[摘要 ] 　目的 　研究中药有效成分人参皂甙 Rg1、肉桂酸 CINN 及丹参酮 Tan ⅡA 的组合 (简称 RCT) ,诱导人成
骨肉瘤 MG263 细胞分化过程中 ,细胞核基质构型与蛋白质组成的变化。方法 　应用流式细胞仪检测细胞周期变
化 ,用四甲基偶氮唑蓝 (MTT)法绘制细胞生长曲线 ,以选择性抽提整装光镜与电镜技术及蛋白质组学技术分析观察
处理前后 MG263 细胞核基质构型与蛋白质组成的变化。结果 　生长曲线显示 ,RCT处理后 MG263 细胞的增殖受到
明显抑制 ,增殖抑制率在第 7 天达到 72137 % ,细胞周期出现明显的 G0ΠG1 期阻滞。MG263 细胞核基质为典型的肿
瘤细胞恶性表型 ,在 RCT处理后发生了向正常细胞转变的恢复性变化。RCT处理后的细胞中多种核基质功能蛋白
的表达发生了变化。结论 　RCT能显著抑制体外培养 MG263 细胞的增殖活动 ,将细胞周期阻滞于 G0ΠG1 期 ,诱导核
基质构型发生了显著的恢复性变化 ,并改变核基质蛋白的组成 ,对 MG263 细胞具有显著的分化诱导作用。
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THE EFFECTS OF COMBINATION OF CHINESE MEDICINE
EFFECTIVE CONSTITUENTS ON CONFIGURATION AND
COMPONENTS OF NUCLEAR MATRIX OF THE
OSTEOSARCOMA MG263 CELLS
SHI Song2lin , LI Qi2fu 3 ,ZHENG Yan2bin , TANGJian , CHEN Ping
( The Key Laboratory of Education Ministry for Cell Biology and Tumor Cell Engineering , School of Life Sciences ,
Xiamen University , Xiamen 　361005 , China)
[ Abstract ] 　Objective 　To explore the alteration of nuclear matrix proteins and the configurational changes of nuclear
matrix (NM) system during differentiation of the osteosarcoma MG263 cells in vitro after being induced by the combination of
ginsenoside Rg1 , cinnamic acid and tanshinone ⅡA (RCT) . Methods 　Cell cycle was investigated by flow cytometry and the
growth curve was drawn with MTT method. The cells treated with or without RCT were subjected to selective extraction method and
prepared for whole mount electron microscopy observation. The nuclear matrix2intermediate samples were examined under light and
transmission electron microscopes respectively. The nuclear matrix proteins were subjected to analysis of proteomic technique.
Results 　The proliferstion of the MG263 cells treated with RCT were repressed markedly ; the rate of repression was 72137 % on
the seventh day ,and the cell cycle was blocked at G0ΠG1 phase. The typical malignant phenotype of nuclear matrix of MG263 tumor
cell were reversed to normal cells. The expression of many functional proteins of nuclear matrix were changed in the MG263 cells
after the treatment with RCT. Conclusion 　RCT can repress markedly the proliferation of MG263 cells , block cell cycle , induce
a restorational change to the nuclear matrix architecture similar to that of normal cells , and change the constitutes of nuclear matrix
proteins. Thereby RCT have a notable effect on MG263 cells differentiation.
[ Key words] 　Human osteosarcoma MG263 cells ; Differentiation ; Nuclear matrix ; Ginsenoside Rg1 ; Electron microscopy ;
Proteomics
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有着显著的差别[4 ,5 ] 。我们先前的研究显示 ,中药有
效成分人参皂甙 Rg1 (ginsenoside Rg1) 、肉桂酸 CINN
(cinnamic acid)及丹参酮 Tan ⅡA (tanshinone ⅡA) 的
组合 (简称 RCT)对人成骨肉瘤MG263 细胞具有显著
的分化诱导作用[6 ] ,为此 ,我们观察研究了 RCT 诱
导 MG263 细胞分化过程中细胞核基质构型变化与





人成骨肉瘤 MG263 细胞 (引自武汉大学生命科
学学院动物资源保藏中心) 培养于 RPMI21640 培养
液中 ,内含 15 %热灭活小牛血清 (杭州四季青生物




人参皂甙 Rg1、肉桂酸 CINN、丹参酮 ⅡA 均购自中国
药品生物制品检定所。联合诱导处理组浓度为 :33
mgΠL 人参皂甙 Rg1 + 2 mmolΠL 肉桂酸 CINN + 013
mgΠL 丹参酮 ⅡA 处理组 (RCT) 。取对数生长期细胞
进行消化传代 ,接种 24h 后 ,处理组更换 RCT 作用
液 ,诱导处理 5d 后 ,再取对数生长期细胞接种于盖
玻片和镍网 (镍网预先覆盖 Formvar 膜、喷碳并涂多
聚赖氨酸) ,置 37 ℃继续恒温培养 48～72h 后备用。




从对照组和各实验组各取 3 瓶 ,用四甲基偶氮唑蓝
(MTT)法进行活细胞计数 ,绘制生长曲线。
对照与处理组细胞培养 7d 后 ,消化离心收集细
胞 ,经 75 %乙醇固定、RNase A 温育消化、碘化丙啶
(PI)染色、200 目滤网过滤后用流式细胞仪进行细胞
周期时相动力学检测 ,根据所测得的 DNA 分布直方
图 ,用 Cell FIT 细胞周期分析软件进行细胞周期统
计分析。
31 HE染色及光镜观察
将对照组细胞和经 RCT处理 5d 的处理组细胞
分别以 1 ×105Πml 的密度接种于放有盖玻片条的小
培养瓶中 ,培养 48h 后取出长有细胞的盖玻片经常
温D2Hanks 液洗涤 2～3 次 ,再经Bouin2Hollande 液固
定过夜 ,70 %乙醇洗涤 ,常规 HE 染色 ,中性树脂封
片 ,光镜下观察并摄片。
41 细胞的选择性抽提及光镜和电镜样品制备
细胞的选择性抽提方法参见文献 [ 7 ]。盖玻片
样品经 2 % 戊二醛 (无酶消化液配)于 4 ℃预固定 30
min ,011molΠL PBS(pH714) 漂洗后 ,于 012 % 考马斯
亮蓝 G2250 染液中染色 20 min ,蒸馏水漂洗 ,晾干 ,
二甲苯透明 ,中性树脂封片 ,光镜下观察摄片。镍网
样品经 2 % 戊二醛 (无酶消化液配)于 4 ℃预固定 30
min ,011 molΠL PBS(pH714) 漂洗后再用 1 % OSO4于
4 ℃后固定 5 min ,并经乙醇系列脱水、醋酸异戊酯置





810 凝胶图像分析软件的定量分析 ,获得 RCT 处理
前后的差异表达核基质蛋白。对差异表达核基质蛋





生长曲线测定显示 MG263 细胞增殖较快 ,7d 后
细胞增殖为 80119 ×104Πml。经中药有效成分组合
RCT处理后 ,细胞的生长速度受到显著的抑制 ,7d
后的细胞计数结果为 22116 ×104Πml ,增殖抑制率达
到 72137 %(图 1) 。
细胞周期分析结果显示 ,经 RCT 组合诱导处理
7d 之后 ,MG263 细胞周期出现明显的 G0ΠG1 期阻滞。
G0ΠG1 期的细胞比例由 4715 %上升为 7215 % ,增加
了 5216 %。S 期细胞比例由 20 %下降为 713 % ,下降
了 6215 % ,而 GΠM 期的细胞比例则由 3215 %下降为
2012 % ,下降了 3815 %。G0ΠG1 期的细胞比例明显上
升而 S 期、GΠM 期的细胞比例显著下降 (图 2) ,这提
示细胞周期在 G期向 S 期的演变受到阻碍。
21 RCT对 MG263 细胞形态的影响
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图 1 　RCT组合对人成骨肉瘤 MG263 细胞生长的影响
Fig. 1 　The effect of RCT on the proliferation of MG263 cells
　
图 2 　RCT组合对 MG263 细胞周期影响的柱形图
Fig. 2 　The effects of RCT on the cell cycle of MG263 cells
　
胞核大 ,核质比例大 ;细胞核形状不规则 ,常见多个
核仁且大而深染。细胞质较少 ,HE染色较深且不均
匀 ,着色深浅不一 (图 3) 。RCT 处理组的细胞形态
改变非常明显 ,群体细胞排列极有规律 ,个体细胞形
态一致 ,均呈狭长的梭形 ,细胞拉长 ,细胞核体积较
小且形态较为规则 ,核质比例减小 ;核仁数目减少 ,
体积小 ,着色浅 ,染色质着色浅且均匀 ;细胞质铺展 ,
表现出典型成骨细胞的特征 ,HE染色较浅且着色均
一 (图 4) 。





间 纤 维 系 统 ( nuclear matrix2lamina2intermediate











架网络形态更为铺展的特征 (图 6) 。






MG263 细胞内中间纤维数量较少 ,分布不均 ,单





织成无序的网络 ,网络结构疏密不均 (图 7 ,9) 。经
RCT诱导分化处理后 ,细胞的中间纤维网络层次更






致密规则的网络结构 (图 8 ,10) 。
51 双向电泳及定量分析结果
MG263 细胞及处理后细胞核基质蛋白经双向电
泳分离 , 蛋白在等电点 (X 轴) 和分子量 ( Y轴) 差异
的基础上分离并被银染 ,经定量分析发现 ,表达显著
下调变化的差异表达核基质蛋白点 13 个 (图 11A) ,




诱导分化前后表达差异的 21 个蛋白点 ,经原位胶内
酶切与质谱鉴定 ,通过对 MSDB、Swiss2Prot 和 NCBI
等数据库进行检索 ,获得初步鉴定 (附表) 。部分蛋
白点鉴定为同一种蛋白 ,如 L3、L4 都鉴定为核仁磷
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A1 表达上调的蛋白点 (the spots of up2regulated protein) 　　　B1 表达下调的蛋白点 (the spots of down2regulated protein)
图 11 　差异表达核基质蛋白在 RCT处理前后的相对丰度变化
Fig. 11 　The alteration of relative abundance of nuclear matrix proteins that expressed differentially after treatment with RCT
　
附表 　初步得到鉴定的核基质差异表达蛋白


















L1 核异质性核糖核蛋白 (HnRNP A2ΠB1) P22626 - 01 - 00 - 00 3610 8167 105Π27 % 10
L2 抑制素 (prohibitin) P35232 - 00 - 00 - 00 3010 5157 101Π44 % 8
L3 核仁磷酸化蛋白 (nucleophosmin) P06748 32726 4164 58Π28 % 6
L4 核仁磷酸化蛋白 (nucleophosmin) P06748 32726 4164 64Π28 % 6
L5 着丝粒蛋白 F(centromere protein F) (mitosin) P49454 367367 5103 62Π7 % 17
L6
ATP 合成酶β链前体蛋白
ATP synthase beta chain , mitochondrial precursor
P06576 5615 5126 235Π51 % 19
L7
WD 重复结构域蛋白 6 ,减数分裂重组蛋白
同 源 物 ( WD repeat protein 61 , Meiotic
recombination REC14 protein homolog)
Q9GZS3 33731 5116 67Π25 % 6
L8 肌动蛋白 (actin) P60709 42052 5129 92Π28 % 6
L9
TGF2β受体作用蛋白
receptor interacting protein 1
S60335 36878 5138 105Π24 % 8
L10 核纤层蛋白 (lamin2AΠC) P02545 - 01 - 01 - 00 65152 6170 93Π28 % 16
L11Π12Π13 核纤层蛋白 (lamin2B1) P20700 66522 5111 115Π14 % 8
表达上调蛋白
up2regulated proteins
H1 DNA 错配修复蛋白 (Msh3) P20585 128345 8130 55Π7 % 6
H2
谷氨酸酯脱氢酶 1 前体
glutamate dehydrogenase 1 , mitochondrial
precursor
P00367 61701 7166 106Π25 % 11
H3
钙依赖性磷脂结合蛋白 A1
annexin A1Πphospholipase A2 inhibitory protein
P04083 3818 6164 128Π37 % 12
H4
假尿苷酸合成酶 7
pseudouridylate synthase 7 homolog




O15078 180298 6143 64Π11 % 12
H6
mago nashi 蛋白同源物 2
protein mago nashi homolog 2
Q96A72 17322 5195 83Π72 % 8
H7
mago nashi 蛋白同源物 1
protein mago nashi homolog
P61326 17210 5174 65Π41 % 5




RCT组合能有效抑制 MG263 细胞的增殖活动 ,增殖
抑制率达到了 72137 % ,细胞周期出现明显的 G0ΠG1
期阻滞。这与前人以典型分化诱导物六亚甲基二乙
酰胺 (hexamethylene bisacetamide ,HMBA) 诱导多种肿
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瘤细胞分化中所报道细胞增殖抑制、细胞周期 G0Π
G1期阻滞的结果相吻合
[9 ,10 ] 。细胞增殖抑制和细胞
周期阻滞是癌细胞分化过程中的普遍现象。我们的
实验证明 , RCT组合显著地抑制了人成骨肉瘤 MG2
63 细胞的增殖活动 ,阻滞了细胞周期的运转 ,为细
胞的进一步分化提供了基础和条件。
MG263 细胞具有人成骨肉瘤细胞典型的恶性形
态特征 ,排列无序而形态异常多样 ;核质比例大 ;细
胞核形状不规则 ,常见多个核仁且大而畸形等。经
RCT处理后 ,细胞排列规律 ,形态一致 ,核质比例减
小 ,细胞核小而规则 ;核仁减少而体积变小形态规
则 ;细胞质铺展 ,表现出典型正常的成骨细胞形态与
超微结构特征。这种改变与白血病[11 ] 、肝癌[12 ] 、肺
腺癌[13 ]等细胞诱导分化后的形态与超微结构特征























































B1、vimentin 和 actin ;有丝分裂相关蛋白如 WD repeat
protein 61 ; DNA 修复系统关键蛋白如 Msh3 ; RNA 代
谢 , 如 hnRNP A2ΠB1、Pseudouridylate synthase 7
homolog、mago nashi 同源蛋白 ;基因的表达调控因子 ,
如 nucleophosmin、TRIP21、MitosinΠCENP2F ;抑癌基因
表达产物如 prohibitin 等。上述蛋白在中药有效成
分组合 RCT诱导的 MG263 细胞分化前后 ,都出现在
核基质上并出现差异表达 ,这提示它们可能参与了











药有效成分 RCT组合诱导MG263 细胞分化 , 通过将
细胞周期阻滞于 G0ΠG1 期 ,抑制细胞增殖 ,改变核基
质构型及蛋白组成 ,进而启动细胞终末分化过程[6 ] 。
这一过程涉及的调控因子多为核基质蛋白或核基质
结合蛋白。本研究中发现的中药有效成分处理前后
差异表达的核基质蛋白 ,可能是 RCT组合诱导 MG2









图 3 ,4 　HE染色光镜观察 MG263 细胞 (图 3)及 RCT处理后细胞 (图 4)形态与超微结构变化。标尺示 100μm
图 5 ,6 　考马斯亮蓝 G2250 染色光镜观察 MG263 细胞 (图 5)及 RCT处理后细胞 (图 6)核基质2中间纤维系统变化。标尺示 65μm
图 7 ,8 　电镜观察 MG263 细胞 (图 7)及 RCT处理后细胞 (图 8)核基质 - 核纤层 - 中间纤维网络系统构型变化。标尺示 500nm
图 9 ,10 　电镜观察 MG263 细胞 (图 9)及 RCT处理后细胞 (图 10)核基质构型变化。标尺示 200nm
Fig. 3 ,4 　Light microscope observation of MG263 cells(Fig. 3) and the cells treated with RCT(Fig. 4) . HE staining 　Bar = 100μm
Fig. 5 ,6 　Light microscope observation of NM2IF system in MG263 cells ( Fig. 5) and the cells treated with RCT( Fig. 6) . Coomassie brilliant blue G250
staining. Bar = 65μm
Fig. 7 ,8 　TEM observation of NM2IF system in MG263 cells(Fig. 7) and the cells treated with RCT(Fig. 8) . Bar = 500nm
Fig. 9 ,10 　TEM observation of nuclear matrix in MG263 cells(Fig. 9) and the cells treated with RCT(Fig. 10) . Bar = 200nm
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